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摘  要: 应用荧光、圆二色和紫外—可见吸收等波谱法研究胶毒素与牛血清白蛋白(BSA)的相互作
用。荧光光谱实验结果表明胶毒素主要靠疏水作用与 BSA 结合, 而对其内源荧光产生猝灭作用,
其淬灭方式为静态猝灭, 胶毒素与 BSA 的结合常数为 7.2×103 L/mol。圆二色光谱检测发现, 随着
胶毒素浓度的增加, BSA 的α-螺旋数量也增加, 当胶毒素浓度为 BSA 浓度的 100 倍时, BSA 的α-
螺旋增加 40.1%, 表明胶毒素与 BSA 的结合改变了 BSA 的空间构象。 
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Abstract: The interaction between Gliotoxin and bovine serum albumin (BSA) was studied by the fluo-
rescence, Circular Dichroism (CD) and ultraviolet visible (UV-Vis) techniques. The fluorescent experiment 
showed that the intrinsic fluorescence of BSA was quenched by the binding of gliotoxin in a static 
quenching procedure, with an association constant of 7.2×103 L/mol and in hydropobic forces. And the 
CD spectrum revealed that gliotoxin effected the conformation of BSA by increased the mass of α-helix. 
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胶毒素(Gliotoxin)又名胶霉毒素 , 是真菌代谢
产物 Epipolythiodioxopiperazine (ETP)家族中的一员, 
























图 1  胶毒素的化学结构 
Fig. 1  The chemical structure of Gliotoxin  
 
白可起到生理和机械保护等作用。早期对牛血清白
蛋白 BSA 的结构、组成、理化特性及其功能, 尤其
是 BSA 与配体的结合作用进行了广泛的研究 [3], 
BSA 是由近 600 个氨基酸残基组成的多肽链, 在 pH











1  材料与方法 
1.1  仪器与试剂 
CARY ECLIPSE 型 荧 光 分 光 光 度 计 (Varian, 
USA), JASCO-810 型圆二色光谱仪(Tokyo, Japan), 
CARY 50-BIO 型紫外可见分光光度计(Varian, Aus-
tralia)。Millipore 超纯水系统(Millipore)。胶毒素(厦
门大学微生物药物实验室制备), 牛血清白蛋白质
BSA (Sigma, USA); 其他试剂均为分析纯。 
1.2  方法 
1.2.1  荧光光谱实验: 荧光光谱实验分别在 298K, 
303K 和 310K 3 个温度下进行。BSA 溶于 0.1× 
10−3 mol/L 的 PBS(pH 7.4)中[4], 浓度为 5×10−6 mol/L。
胶毒素溶于 DMSO 中, 使用时用 PBS 稀释至终浓度
5×10−3 mol/L。激发波长为 295 nm, 狭缝宽度为 5 nm。 
1.2.2  圆二色光谱实验: 圆二色实验在 298K 下进
行, BSA 浓度为 1×10−6 mol/L, 溶于 0.01×10−3 mol/L
的 PBS (pH 7.4)中[5]。胶毒素溶于乙腈中, 浓度为
10×10−3 mol/L。扫描范围 200 nm~300 nm。 
1.2.3  紫外—可见吸收光谱实验: 紫外—可见光谱
实验在 298K 下进行, BSA 溶于 0.1×10−3 mol/L 的
PBS (pH 7.4)中, 浓度为 10×10−3 mol/L。胶毒素溶于
乙腈中, 浓度为 10×10−3 mol/L。扫描范围 250 nm~ 
300 nm。 
2  实验结果 
2.1  胶毒素与 BSA 相互作用的荧光光谱 
2.1.1  荧光猝灭机制: 蛋白质有两种主要的荧光发
射基团, 即色氨酸残基和酪氨酸残基。BSA 含有 2
个色氨酸残基, 这两个色氨酸残基位于两个不同的
结构域, 结构域ⅡA 的 214 位和结构域ⅠB 的 135
位。而对于同一种蛋白, 当激发波长为 280 nm 时可
同时激发色氨酸和酪氨酸残基; 激发波长为 295 nm, 
只激发色氨酸残基。实验选择激发波长为 295 nm, 
考察胶毒素对 BSA 内源荧光的猝灭情况[6](图 2)。从




图 2  胶毒素对 BSA 荧光猝灭的影响 
Fig. 2  The influence on quenching spectra of BSA which 
caused by Gliotoxin  
注: a: BSA 的荧光猝灭图; b: lg[{F0-F}/F] vs lg[Q]图. 温度为 298K, 
BSA 浓度为 5×10−6 mol/L, BSA 与胶毒素的浓度比例从 1: 1 变化至
1: 36. 
Note: a: The fluorescence quenching spectra of BSA withGliotoxin; 
b: Plot of lg[{F0-F}/F] vs lg[Q]. CBSA=5×10−6 mol/L, the ratio of 
Gliotoxin between BSA was from 1:1 to 1:36 at temperature 298K. 










假定胶毒素对 BSA 荧光猝灭过程是动态猝灭, 
其作用遵循 Stern-Volmer 方程[7−10]。 
 0 q 0sv=1+ [ ]=1+ [ ]
F
K Q K Q
F
τ   (1) 
式中 F0 是 BSA 溶液的荧光强度, F 是加入胶毒素后
BSA 溶液的荧光强度, [Q]是体系中胶毒素的总浓度, 
KSV 是 Stern-Volmer 猝灭常数, 且由下式定义:  
 SV q 0=K K τ   (2) 
K q 是 由 扩 散 过 程 控 制 的 碰 撞 动 态 猝 灭 速 率 常 数
[L/(mol⋅S)]。τ  0 生物大分子内源性荧光寿命值为 
10−8 s[9]。在 298K、303K、310K 三种不同温度下, 根
据(1)式以 F0/F 对[Q]的关系作图(图 3),由直线的斜率
得出 Stern-Volmer 猝灭常数分别为 6.5×103 L/mol, 
6.2×103 L/mol 和 5.7×103 L/mol。由(2)式得到碰撞动
态猝灭速率常数分别为 6.5×1011 L/(mol⋅S), 6.2× 
1011 L/(mol⋅S)和 5.7×1011 L/(mol⋅S)。由于各类猝灭
剂对生物大分子最大扩散控制的碰撞动态猝灭常数为
2.0×1010 L/(mol⋅S)[9], 而在以上 3 个温度下, 胶毒素对
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图 3  胶毒素与 BSA 结合的 Stern-Volmer 线性图 
Fig. 3  Stern-Volmer plot for the binding of Gliotoxin with 
BSA 
注: 温度为 298K(□), 303K(●), 310K(△). 







对 lg[Qt]作图(图 2b), 经过线性回归求得
胶毒素与 BSA 的结合常数 KA 及结合位点数 n(表 2)。 
有机小分子和蛋白质等生物大分子间的结合力
主要有疏水作用、氢键、范德华力和静电引力等[13]。
胶毒素与 BSA 结合, 其热力学参数之间的关系符合
下列公式: 




= − +  (4) 
 G H T Sθ θ θΔ = Δ − Δ  (5) 














作用力; ΔHθ<0, ΔSθ<0 为氢键和范德华力; ΔHθ<0, 
ΔSθ>0 为静电引力 [14]。由表 1 的结果表明ΔHθ>0, 
ΔSθ>0, BSA 与胶毒素的结合以疏水作用为主。 
2.1.3  胶毒素与 BSA之间的距离: 蛋白质的内源荧
光主要是色氨酸发出的。当荧光分子与受体分子之 
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表 1  BSA 与胶毒素相互作用的热力学参数 
Table 1  The thermodynamic parameters for the binding between Gliotoxin and BSA 
T(K) KA(L/mol) n R2 ∆Gθ(kJ/mol) ∆Hθ(kJ/mol) ∆Sθ[J/(mol⋅K)] 






303 8.2×103 1.0256 0.9987 −22.81 
310 10.5×103 1.0583 0.9981 −23.79 
 




辐射能量转移理论[15], 能量转移效率 E 与供体—受











  (6) 
 6 25 2 40 =8.79 10R k N J
− −× Φ   (7) 
(6)式中 F0 为荧光发射体的荧光强度, F 为当荧光发
射体浓度与受体分子浓度达到 1: 1 时的荧光强度。
(7)式中 k2 为偶极空间取向因子, N 为介质折射常数, 
Φ为 BSA 的荧光量子产率, J 为供体荧光发射光谱
与受体吸收光谱的重叠积分。 
 
4F( ) ( )J=
( )F




  (8)  
(8)式中 F(λ)是 BSA 在波长λ处的荧光强度, ε(λ)是荧
光接受体在波长λ处的摩尔吸光系数。 
当 BSA 与胶毒素浓度均为 5×10−6 mol/L 时, 相
同条件下分别测定 BSA 的荧光光谱及胶毒素的紫




图 4  相同浓度下(5×10−6 mol/L), BSA 荧光图谱与胶毒素
紫外—可见吸收谱的叠加 
Fig. 4  The overlap of the fluorescence spectrum of BSA (a) 
and the absorbance spectrum of Gliotoxin(b) [C(BSA)= 
C(Gliotoxin) =5×10−6 mol/L] 
根据(8)式求得 BSA 荧光光谱与胶毒素的紫外
—可见吸收光谱的积分面积 J 为 1.413 cm3⋅L/mol。
已知色氨酸残基量子效率Φ=0.15, N 取水和有机物
的平均值 1.366, 取向因子 K2 取供体与受体各向随
机分布的平均值 2/3, 通过(6)式和(7)式计算得出在
298K, BSA 的色氨酸残基与胶毒素的荧光共振能量
转移的效率 E 及作用距离 r 分别为 3.01%和 2.4 nm。 
2.2  胶毒素对 BSA 圆二色光谱的影响 
蛋白质是具有光学活性的物质, 因此通过圆二
色谱(CD)可分析溶液中胶毒素诱导 BSA 构象的改




图 5  pH 7.2 的 10×10−3 mol/L PBS 体系中, 胶毒素对
BSA 圆二色谱的影响 
Fig. 5  The CD spectra of the BSA in the absence (a) and 
presence (b-f) Gliotoxin are performed in 10×10−3 mol/L 
phosphate buffer of pH 7.2 at room temperature. BSA con-
centration was fixed at 1×10−6 mol/L 
注 : 其中 BSA 浓度为 1×10−6 mol/L, 胶毒素的浓度分别为 0 (a), 
6.7×10−6 mol/L (b), 13.4×10−6 mol/L (c), 26.8×10−6 mol/L (d), 53.6×10−6 
mol/L (e), 106.2×10−6 mol/L (f). 
Note: In BSA–Gliotoxin system, Gliotoxin concentration were 0 (a), 
6.7×10−6 mol/L (b), 13.4×10−6 mol/L (c), 26.8×10−6 mol/L (d), 
53.6×10−6 mol/L (e), 106.2×10−6 mol/L (f), respectively. 
 










  (9) 
这里的 MRE 是摩尔椭圆度, 可以通过下面公式
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(10)换算, 4000 指的是β-折叠及随机碰撞引起 MRE








CP 是 BSA 的浓度, n 是 BSA 的氨基酸残基数, l
是比色皿的光路直径, 单位为 cm。将 208 nm 处的
读值代入公式, BSA 在 106.2×10−6 mol/L 浓度的胶
毒素作用下 , α-螺旋结构从原来的 24.92%上升至
34.90%, 变化率为 40.05%。 
此外, 紫外—可见吸收光谱的方法分析胶毒素
与 BSA 的相互作用的结果表明, 随着胶毒素浓度的
增加, BSA 在 280 nm 附近的特征峰明显增强, 即
BSA 分子中色氨酸和酪氨酸残基在胶毒素作用下, 
芳香杂环发生了π-π跃迁, 从而导致 280 nm 附近的
吸收峰强度增加[17], 表明胶毒素与 BSA 发生了相互
作用。在静态猝灭中, 基态复合物的生成往往会导
致荧光物质吸收光谱的改变。BSA 与胶毒素在相互
作用中形成了复合物 , 导致荧光静态猝灭的发生 , 




断胶毒素对 BSA 的荧光猝灭作用属于静态猝灭, 即
胶毒素与 BSA 之间形成了复合物。通过考察 BSA
的荧光光谱与胶毒素的紫外光谱 , 得出胶毒素与




为负值)的反应, 胶毒素与 BSA 分子间的作用力以
疏水作用为主(熵增, 焓增)。圆二色光谱从另一个侧
面反应了胶毒素作用后 BSA 的二级结构, 尤其是α-
螺旋数量的变化。胶毒素与 BSA 二者在 298 K 时的
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